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正常血清の抗真菌性因子の研究
一一抗力ンジダ因子検定法とその分布一一一
内 海 武彦*
(昭和 47年 12月 16日受付)
要 旨
著者は Candidaalbicans. 7 N株を被験菌として，アイソトープで標識した核酸前騒物質の
取り込みを応用した抗真菌作用の検出法を考案した。この方法により， これまで比濁法や菌数
計算法では得られなかった定量，かっ再現性ある測定を行なうことが可能となった。
本法によりヒトと牛の正常血清に抗カンヲダ作用があることを立証したが， ヒトの場合，肝
疾患，白血病，癌，糖尿病，重症結核患者においては， この作用が低下， もしくは，消失して
いる例が多いことを認めた。
本作用物質は opportunisticfungi (通性病原真菌)の感染に対する宿主の液性防禦機構を
解明する上に，重要な手掛かりを得られると考えたので，その安定性および精製を検討した。
その結果，本作用物質は， 3ヵ月間の -20。での保存でもその活性に及ぼす影響は全くない
が，室温放置では急速にその活性を失なう。 また本作用物質は非透析性で， 560，30分間の加
熱には比較的耐えうる。血清蛋白の SephadexG-200による分別で Tー クゃロプリン分画に存在
することを確めた。 
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ある。その代表的なものはカンジダ症， アスペJレギJレス
まえがき 症， ムコーJレ症などを挙げることができる。
真菌の関与する疾患は，真菌感染症，真菌によるアレ このような真菌症成立の宿主側因子は甚だ複雑であ
ノレギー疾患，マイコトキシンの摂取による真菌中毒症な り，真菌症の研究が極めて古いにもかかわらず，詳しく
どが挙げられる。真菌の種類は極めて多いがいわゆる病 は全く不明であった。ただその誘因としては，血液病，
原真菌は約 10菌種にすぎない。真菌症はまたその感染 悪性腫湯，結核，糖尿病， ビタミン欠乏症，広域抗生物
成因から 1) 内因性および外因性真菌症 2)表在性およ 質の汎用，他の微生物の感染症，放射線照射や免疫抑制
び深在性真菌症 3)原発性および続発性真菌症に類別す 剤の使用，下垂体あるいは副腎皮質ホJレモン剤の濫用な
ることができるが，続発性真菌症，とくに通性病原真菌 どが知られている 2)。真菌症成立の機序はこのように病
感染症 opportunistic fungous infectionは近年とみ 原細菌の感染の場合と異なり毒力のきわめて弱い菌の感
に増加の傾向にあり 1)重要視されている。文字通り通常 染であり，宿主側の要因が大きな役割を演ずることは明
は非病原菌として口腔内，腸管内あるいは皮膚表面に常 らかである。真菌感染に対する細胞性防禦機構としては 
在し，何ら病原性を示さないが宿主の恒常性の乱れによ Lehrerら3)が 1969年に報告した。致死的なカンジダ
って病原性を発揮し，ときに重篤な症状を呈するもので 症の患者の多形核白血球における myeloperoxidaseの 
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欠損している事実に基づき，その殺菌作用における補欠
因子，作用機作など食菌作用を近代生化学を基盤にして
解析しようとする試みが進歩している叩)。 液性防禦機
構としては 1959年 Roth6) が初めて，血清中の抗真菌
因子について報告し， 1961年 Ga1e7)がプーJレした人血
清の抗真菌作用を Rhizotus 0りとM について観察し， 
1964年 Louria& Brayton8) は健康成人血清の殺カン
ジダ作用を報告し， 1969年 Igel ら9) は正常人血清の 
Cヮ>jJtococcusneoformans に対する抑制作用を報告してい
る。 1967年 Esterlyら10) は transferrin の鉄イオン
結合能と血清抗カンジダ作用を論じている。これらの研
究を通じて，常に遭遇される問題は抗カンジダ能の測定
法である。上述の研究者は比濁法，菌数計算法，集落直
径測定法おどを使用して検定を行なっているが，Candida 
albicans は血清の存在下で菌糸を伸長して発育する 
(germ tube formation) など，真菌は複雑な発育形
態をとって増殖する 11)12) ので定量的に測定するのはす
こぶる因難であるo著者はアイソトープ標識化合物の取
り込みを応用した抗カンジダ作用の測定法を考案し，こ
れによって正常血清の抗カンジダ因子の存在を確認し各
種消耗性疾患とこの活性因子との関係，抽出精製同定を
行なうための基礎実験として，その安定性に及ぼす要因
ならびにその抽出を行なったのでここに報告する。
実験材料および実験方法 
1)使用菌株
この実験を通じて肺カンジダ症の患者から分離された
教室保存株 Candidaalbicans 7 Nを使用した。菌の懸
濁液はこの株を Sabouraud斜面寒天培地に 37024時間
培養したものを生理食塩水で数回洗瀧して用いた。 
2) 血 清
正常人血清は 20.，56才の健康な男女より 5ml採血
し，凝固後 37"で 1時間おき，血塊を試験管壁よりはが
し， 40 で充分血餅を収縮させ遠心分離を行ない，得た
血清を用いた。患者血清は，主として国立千葉病院，県
立鶴舞病院に入院中の患者より採血し，同様に血清を分
離した。牛血清は，千葉農業技術研究所より分与を受け
た新鮮血液より分離した。なお牛血清については抽出精
製のために大量に必要としたので，完全な無菌操作を行
ない難いため，血清分離後，ザイツフィ lレターで漉過滅
菌を行なった。 
3) カンジダ高分子合成阻害の測定 
uridine-5-3H，thymidine-6-3H leucine-4，5-3H はそ
れぞれ第一化学薬品より購入し，これら標識化合物は 
2μCi/ml に0.02M 燐酸緩衝液(加 0.8% Nacl pH 
7.8) で調製した。 また血清希釈も同じ緩衝液で行なっ
た。阻害実験には，前期カンジダ 107cells/mlの生理食
塩水による懸濁液 0.5ml，標識化合物0.5ml，血清希釈
液 2ml，計 3mlの混合液を所定の時間， 370 で振還培
養した。培養後菌体を孔径 lμ のメンブランフィルター
上に集め， 5%冷トリクロル酢酸，ついで冷水で洗糠し
た後， フィノレター を乾燥し， POPOP-DPO- トノレエン
・シンチレイター 10ml を加え， Beckman liquid 
scintilation system LS-150で測定した。 
4)透折
血清を倍量の蒸溜水に対して 40 で 24時間透折した。
透析用チューブは Visking36/32型を使用した。透折
後，内液，外液をそれぞれ凍結乾燥して生理食塩水で希
釈し力価を測定した。 
5) 吸収試験
被験菌を 4% glucose Sabouraud brothにて 24時
間培養し， ホルマリンにて減菌した後， 血清 50mlに
つき，湿菌体量 500mgを混合し， 370 で 1時間，つい
で 40 で 16時聞から 24時間吸収したD 遠心して血清と
菌体を分離し菌体はさらに燐酸緩衝液で 3回洗糠した
後，氷冷した 0.17M グリシン緩衝液 pH2.3で溶離し
た。溶出液は菌体を除いた後，直ちに pH12グリシン
緩衝液で中和した。 
6) 硫安塩折およびカラムクロマトグラフィー
血清を 40で，硫安 34%，60%飽和で 3つの分画に分
けた。各分画は 40 24時間透折を行ない硫安を除いて実
験に用いた。またカラムクロマトグラフィーは，血清を 
を含むNacl，こ0.8%。で硫安半飽和で沈澱させ，4 0.02 
M 燐酸緩衝液 pH7.8に対して硫安が認められなくな
るまで透折した画分を， ヤファデックス G-200カラム 
，Nacl0.8% 燐酸緩衝液(加0.02Mで3x66cm)(ー 
pH 7.8)で溶出した。
実験結果 
1) C. albicansの培養時間と germtubeの形成
107 血清中の抗カンジダ因子 
( 次  
100 山p--。
)ZOZ 。/
 
/ 

O 50 

UAEE'HUMW 
  
。
10-1 5 10 
serum concentration (%) 
(incubation time: 150min) 
Fig. 1 Effect of serum concentration 
on germ tube formation，by 
C. albicans 
すでに述べたように， 血清添加によって C. albicans 
は著明な germ tube の形成と菌糸型発育をすること
は， よく知られている。 C. albicans 7 N株の 1% 
glucose Sabouraud brothにおいての血清濃度と germ 
tube形成の関係は Fig.1のごとくであり，血清濃度 
10%で， その形成率は 90.，100%となる。またその時
間的経過は，約 60分後に germtube形成が初まり， 
150分時で全体が菌糸型発育を示すようになる。 
2) DNA，RNA，および蛋白合成に及ぼす血清の影響
プールした正常血清について， DNA，RNA，蛋白合成
司自白 
』 
阻害をそれぞれ 3H・thymidine，3H-uridine，3H-leucine 
のとりこみ阻害でみると，血清濃度 50%で 3H圃 uridine
について阻害率 61.8%であり， 3H・thymidineについ
ては 28.2%，3H-leucine については 18.8%であり， 
RNA合成が比較的選択的に阻害されると考えられた 
Table 1. Effect of serum on incorporation of 
3H・uridine，3H・thymidineand 3H-leucine 
into C. albicans cells 
cpm 
Control 50% Serum % Inhibition勢 
3H-Ieucine 1985 758 61.8 
3H・thymidine 237 170 28.2 
3H・uridine 1612 1309 18.8 
Incubation; at 370 for 60 min. 
骨 Thevalues were expressed as the ratio of 
inhibition to control. 
Table 2. Assay system 
Yeast suspension ; Candida albicans 7 N 0.5 ml of 
107 cells(ml in 1% glucose 
Sabouraud broth 
Media ; 2 ml of inhibitor in 0.02 M 
phosphate buffer (pH 7.8) 
(0.8 % NaCl added) 
3H・uridinesolution; 0.5 ml of 0.5μ Ci(ml in 0.02 M 
phosphate buffer (pH 7.8) 
(0.8 % NaCladded) 
Incubation ; shaking at 3r fof 60 min. 
(Table 1)。同様の方法で 3H-uridineの取り込み阻
害を 6時間まで経時的に検討した結果では，血清の阻害
効果は 60.，90分間で最高に達し， その後の変化は少な 
かった。 
3) 血清の抗カンジダ作用の検定法
以上の基礎実験により，正常血清の抗カンジダ作用は 
3H・uridineの取り込み阻害で定量的に測定が可能であ
り，培養時間は， 60分聞が germtubeの形成もなく，
標識化合合物の取り込みも最大に達するので適当である
と考えられた。この測定系をまとめると， Table 2のよ
うになる。この検定系で，血清濃度と阻害効果は Fig.2
(問。 
×)日仏  
S.D.serum 
cpm S.D・7育 
concentratlOn 
0 9806 25.5 11.3 
10 9671 51.0 22.811 
20 8166 27.3 13.0 
30 8002 41.8 18.7 
10 40 6793 45.4 20.3 
50 5705 50.0 26.7 
9 60 4424 31.3 14.0 
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Fig. 2 Effect of pooled human serum 
concentration on 3H-uridine 
incorporation into C. albicans 
cells 
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Fig. 3 Inhibitory effect of norma1 human sera 
on Candida albicans 
に示すように，血清濃度 10，.，60%の間で直線的関係に
あることが判明した。 
4) 正常人血清および患者血清の抗カンジダ作用
正常人 40名について， 血清濃度 50%における阻害
効果をみると， Fig.3に示すヒストグラムのように， 40 
~60% の阻害効果を示すものが最も多く (38%) ， 60，.， 
80%， 80~100% がこれに続いている。 1 例において
阻害効果を示さない血清に遭遇した。一方患者血清につ
いて， 同様に 50%濃度における阻害効果をみると， 
Tab1e 3のように，主として白血病，再生不良性貧血を
含む血液疾患では 9例中 4例に，肝硬変，急性および慢
性肝炎を含む肝疾患では 33例中 17例に，各種の癌患者
では 18例中 7例に，糖尿病患者では 7例中 4例，主と
して重症の結核症では 1例中 7例に， この抗カンジダ
因子の欠損がみられた。これらの疾患を総合すると，約
半数が抗力ンヲダ作用を示したにすぎなかった。これに
反して， そのほかの疾患は 15例中 3例とその大部分
が，この作用を示した。また注目すべきことは，結核症
で臨床的重症度の高いものにこの作用の欠除がみられた 
Tab1e 3. Inhibitory effect of patients' sera勢 
on C. albicans 
ActivityDisease Tota1 No. + 
Blood diseases 9 4 5 
Liver diseases 33 17 16 
Malignant tumor 18 7 11 
Diabetes melitus 7 4 3 
Tubercu10sis 1 7 4 
Others 15 3 12 
Total 93 42 51 
勢 Serumconcentration in assay medium: 50%. 
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Storage at 40 
% Inhibition 
N orma1 serum 50 
30 days 47 
Lyophi1ization 
% Inhibition 
N orma1 serum 27 
after 1yophilization 27 
Heating (560，30 min.) 
% Inhibition 
N orma1 serum 38 
Heating at 560 for 30 min 27 
Freezing and tha wing 
% Inhibition 
N orma1 serum 57 
3 times 42 
6 times 40 
ことと，癌患者で手術成功例では正常人と同じく抗カン
ツダ作用を認めたことである。 
5) 血清中の抗カンツダ因子の安定性
以上のように，正常人血清には，程度の差こそあるに
せよ，抗カンジダ作用が認められた。この有効成分は必
らずしも安定なものでなく，さらに抽出精製を進めるた
めに， その安定性を検討した。 50%血清濃度で得られ
た成績は Tab1e4に示すごとくである。すなわち 3カ
月間の凍結保存では，この作用の減弱は全く認められな
かったので，以後の実験には，対照として同じ 1ot.の
血清を凍結しておいたものを用いた。血清をメンブラン
フィノレターで漉過滅菌した後， 210 に放置してその力価
の推移をみた結果では，対照血清の阻害率と比較して， 
24時間で 31%， 48時間で 9%， 72時間で 0%と，室
温放置では急速に直線的に力価が消失することが判明し
た。 しかし氷室保存では， 30日後も， その活性低下は
少なく， 90%以上の力価を保持していた。凍結乾燥に
ついては，蒸溜水で希釈し乾燥以前の力価と比較した
が，その減弱はみられなかった。 560，30分間の加熱で
109 血清中の抗カンジダ因子 
Tab1e 5. Inhibitory effect of treated serum 
on C. albicans cells 
cmp タ{;Inhibition 
Contro1骨 8242 0 
N orma1 serum 2270 82 
Serum absorbed with 
C.α lbicans cells 3531 57 
Serum dissociated 
antibody fraction 7875 6 
骨 Thisdoes not included serum as inhibitor. 
は， 30%程度の力価の減少がみられた。また凍結融解
を繰り返すことにより，かなりの力価の損失がみられ
た。 
6) C. albicans死菌による吸収試験
牛血清を C.albicans 7 N株の死菌で吸収した場合
は，血清の 10t差にもよるが，活性の低下は比較的少な
く， 30% の減弱を示した。菌体よりグリシン緩衝液
で溶離した抗体には， 6%の活性しかみられなかった 
(Tab1e 5)。 
7) 透折による影響
正常血清を 40 において 24時間透折した後，内液，外
液を凍結乾燥し，生理食塩水で透折前の復元して，対照
と比較すると，内液に大部分の力価が残存していること
が認められたが，外液にも多少認られ，両者を合体すれ
ば力価も復元した (Tab1e 6)。このことは有効成分が
高分子物質であることを示すと同時に，低分子の補欠因
子を必要とすることを示唆した。 
8) 血清の分画とその抗カンジダ作用
血清をまず通常の硫安塩折法により分画した。 34%， 
60%飽和の沈澱と上清は，それぞれ Fig.4に示すよ
うな電気泳動のパターンを示し，第 l分画 (Fr1)は主 
Tab1e 6. Effct of dia1ysis勢 onanti-candida factor 
% Inhibition 
N orma1 serum 66 
Inner liquid 58 
Dia1yzate 30 
Inner liquid +Dia1yzate 64 
持 Serumwas dia1yzed against distilled water 
at 40 for 24 h. 
Tab1e 7. Effect of (NH4)2Su4-fractionated serum 
on 3H・uridine incorporation into C. 
alblcans cells 
Fraction 3H・incorporation % Inhibition 
Contro1* 4380 0.0 
N orma1 serum 3310 24.5 
Fr. 1 2210 49.5 
Fr. 2 2660 38.4 
Fr. 3 4090 7.0 
骨 Thisdoes not ince1ude serum as inhibitor. 
として 7・globu1in，第 2分画 (Fr.2)は α，s-g10bulin 
に r-g10bulinが混在し， 第 3分画 (Fr.3) は多少の 
globulin が混在するが a1bumin分画であった。各分
画を凍結乾燥後，それぞれ分画前の量に生理食塩水にて
溶解し，抗カンジダ作用を調べた結果は Tab1e7に示
すように，対照血清 (30%濃度)が 24.5%に対して，
第 l分画が 49.5%， 第 2分画が 38.4%， 第 3分画が 7
%の阻害を示し， a1bumin 分画には抗カンジダ作用が
なく，主として globu1in分画に存在することが判明し
た。別の実験で C.albicansの germtube形成因子が 
a1bumin分画に含まれることが同時に明らかになった。
精製をさらにすすめるためにゲ、jレ鴻過法を検討したが，
この際緩衝液がこの活性に大きく影響することより，緩
衝液のイオン強度および種類を調べた結果， 0'.8% Nacl 
Fr.3control serum Fr.l Fr.2 
Fig. 4 E1ectrophoretic patterns of serum 
fractionated with (NH4)2SU4 
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加 0.02M 燐酸緩衝液 pH7.8が最適であることが判明
した。そこで SephadexG-200をこの緩衝液で平衡化
したカラムを作製，硫安半飽和沈澱で、得た g10bulin分
画につきゲ、jレ櫨過を行なった。紫外部 280nmの吸収に
よって追跡した結果，二峰性の溶出曲線がえられた。抗
カンツダ作用を検定すると，第 2のピークに活性を認め
た。活性分画を集め凍結乾燥し，白色の粉末をえたが，
このものは 10mg/mlの生理食塩水で，元の血清の 2
倍，すなわち 64% の阻害作用を示した。この分画は主
として，電気泳動にて r-g10bu1in分画であった。
考 察
真菌，殊に opportunistic fungi の感染の成立に関
しては，宿主側の因子が主であり，それには，白血病な
どの基礎疾患の存在，下垂体あるいは副腎皮質ホルモン
の濫用，広域抗生物質の汎用，放射線療法などによる宿
主の防禦機構の変化が問題となる。この細胞性防禦機構
については先に述べたが，寸でに酵素レベルにおける解
折がなされるまでに進歩している。
液性防禦機構に関しては，体液が真菌の発育を抑制す
る作用を有することは，内外の多数の研究者によって認
められながら，その有効因子の多様性と，不安定性，抑
制因子の定量的測定法がないために，その研究は遅々と
して進まなかったのが実状である。
著者は，正常人血清が Candidacellsのアイソトープ
標識核酸前駆物質のとり込み阻害作用を有するという知
見に基づき，抗カンツダ作用を定量的に測定する方法を
考案したが，一連の実験によって，この方法が，各種疾
患におけるカンジダに対する液性防禦機構の変動の検
査，有効因子の精製にすこぶる有用であることを立証し
た。
正常血清中の抗カンジダ因子は，著者の実験で血清中
の r-g1obu1in分画に認められたが， さらに高分子物質
を主成分とし，低分子の補欠因子を必要とする証左も得
た。これらの知見は，細胞性防禦機構についで液性防禦
機構を物質レベルで、解明する上に役立つと考えられる。
稿を終るにあたりと指導，ご校闘をいただいた新
井正教授に心から謝意を表するととも i乙，C:'協力を
頂いた，国立千葉病院安井内科医長他諸先生方，教
室の諸民lζ心から才口、礼を申し上げます。
本論文は審査学位論文である D 
SUMMARY 
Humora1 defence mechanism of funga1 in-
fection was studied emp10yihg Candida albicans 
strain 7 N as test organism. The candida-static 
activity of norma1 human sera was determined 
by the inhibition of 3H-uridine into RN A of 
Candida cells. The present assay system gave 
fairly reproducib1e results and proved to be 
usefu1 to investigate the inhibitory capacity of 
the sera obtained from the patients with com-
sumptive disease. Most sera from healthyadu1ts 
were found to possess moderate to strong inhi-
bitory capacity，whi1e approximate1y a ha1f of 
the samp1es from the patients with b100d disease， 
liver disease，ma1ignant tumor，severe tubercu-
10sis and diabetes 1acked such activity. 
The factor responsib1e for serum inhibition of 
candida growth was shown to be non-dia1yzab1e， 
re1ative stab1e at 560C for 30 min.，stab1e at a 
temperature be10w -200C and 1 yophylized with-
，.out a significant 10ss of potency
When norma1 serum was fractionated by 34 % 
and 60 % ammonium saturation and divided into 
3 fractions，the activity was main1y recovered 
in the fraction of r-g10bulin. The active princip1e 
was further purified by chromatography on the 
c01umn containing Seohadex G200equi1ibrated 剛 
with buffered sailine. 
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